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We studied the thermal inactivation of yeast cytochrome b2, the native flavohaemoprotein (FHP,) and its deriva- 
tives, the haemoprotein (HP) obtained by dissociation of FMN from FHP, and the reconstituted flavohaemoprotein 
(FHP,) (haemoprotein + FMN). The initial velocity of inactivation is faster in the presence of FMN. The substrate (L- 
lactate) or the competitive inhibitor (oxalate) protects only the flavohaemoproteins (FHP, and FHP,) from thermal 
inactivation by decreasing this velocity. In each case, the “protection constant”, Kp, is determined. 
Several interpretations can be proposed to explain the lack of protection of the haemoprotein by its substrate: 
1) the structure of the substrate-binding site depends on the presence of the FMN; 2) the substrate binding site exists, 
but the affinity is too small to be detected; 3) a hypothetical scheme is proposed, suggesting that the protein can 
exist under different thermally sensitive forms following whether FMN or substrate is present. 
1. Introduction 
La L-lactate deshydrogenase de la levure (L-LDH) 
(L-lactate cytochrome c accepteur, oxydo reductase, 
E.C.1.1.2.3) identifiee au cytochrome 62 [l] est une 
flavohemoproteine (FHP) qui contient en quantite 
Bquimoleculaire un protoheme et une flavine mononu- 
cleotide [2] . 
La possibilite d’obtenir une hemoproteine, apo- 
enzyme inactif par dissociation reversible de la seule 
flavine prosthktique, l’heme restant fiie a la proteine, 
a permis a Baudras [3] de montrer la necessite du 
FMN dans la fonction catalytique de l’enzyme : l’ab- 
sence du FMN entraine d’une part l’impossibilite du 
transfert des electrons du L-lactate au ferricyanure, 
done l’absence d’activite enzymatique et d’autre part 
l’impossibilite de reduire l’heme prosthetique par le 
L-lactate. 
Dans ce laboratoire, Baudras [4] et Iwatsubo et al. 
[5] ont mis en evidence l’existence d’interactions 
cooperatives reciproques entre le substrat et le groupe 
prosthetique flavinique en Ctudient, d’une part la re- 
combinaison du FMN a l’hemoproteine en presence ou 
en absence de substrat, et d’autre part les variations 
de la constante de Michaelis (pour le substrat) avec le 
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taux variable de recombinaison de l’hemoproteine au 
FMN. 
Pour apporter des informations complementaires 
sur l’importance de la cooperativite entre les sites de 
fiiation du substrat et de la flavine, par une methode 
independante des methodes cinetiques, nous avons 
Ctudie le role du L-lactate et de l’oxalate en tant que 
protecteur de l’enzyme vis a vis de son inactivation 
thermique. Dans ces experiences nous avons compare 
le comportement de l’hemoproteine avec celui de la 
flavohemoproteine native et celui d’un flavohemo- 
proteine reconstituee obtenue par saturation de 
l’hemoproteine avec la flavine [3]. Nous avons con- 
state que ces trois formes se comportent differem- 
ment au tours d’une incubation a temperature elevee 
et que le substrat (L-lactate) protege les flavohemo- 
proteines native ou reconstituee contre la perte d’ac- 
tivite alors qu’il ne protege pas l’hemoproteine. 
2. MatCriels et techniques 
La L-LDH “native” flavohemoproteine notee ici 
FHP, est preparee a partir de la levure de boulangerie 
(Springer) par la methode d’Appleby et Morton [2] 
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modifiCe selon Spyridakis [6] : les cristaux reduits 
ainsi obtenus sont dissous et trait& selon la mCthode 
de Morton et Shepley [7] qui permet d’obtenir l’en- 
zyme recristallisC sous forme oxydCe. Les cristaux 
sont dissous dans un tampon phosphate 0,l M pH 7,2; 
cette solution (150 PM) gardCe B 0°C est utilisCe le 
jour mCme. 
L’hCmoprotBine (HP) dCrivC sans flavine, est prC- 
parCe B partir de cristaux rCduits de FHP, par prCcipi- 
tation en milieu acide avec le sulfate d’ammonium 
[3]. Le culot obtenu apres centrifugation est ensuite 
dissous dans un tampon 0,l M phosphate, pH 7,2. La 
teneur en FMN rCsidue1, mesurCe fluoromitrique- 
ment apr&s addition de PCMS est gBnCralement com- 
prise entre 7 et 12%. 
La flavohemoprot&ne “reconstituCe” (FHP,) est 
obtenue par saturation de I’hCmoprotCine HP avec 
le FMN. L’inactivation thermique des trois solutions 
enzymatiques, FHP,, HP et FHP, s’opere en ajoutant 
une aliquote de solution stock (concentration 
finale 5 PM) B 0,3 ml de tampon phosphate 0,l M, 
EDTA 0,33 mM, pH 7,2, prkalablement CquilibrC B 
50°C. Une aliquote de ce mClange est prClevC au 
bout d’un temps d’incubation t, et son activitC est 
mesurCe g 30°C. 
L’activitC enzymatique “a” native et rCsiduelle 
(apr& traitement thermique) est mesurCe avec un 
spectrophotometre Jobin et Yvon, dans des conditions 
standard B 30°C; le melange rCactionne1 contenu dans 
les cuves spectrophotomCtriques CquilibrCes g 30°C 
(trajet optique 1 cm, volume de la solution 2 ml) 
se compose de tampon phosphate 66 mM, EDTA 
0,33 mM, DL-lactate 66 r&l, ferricyanure de potas- 
sium, 0,83 mM (pH 7,2) sans FMN, ou avec FMN 
(50 PM) pour mesurer 1’activitC “reconstituable” de 
I’hemoprotCine. “a” est exprimBe en “activitC 
molaire” c’est g dire en nombre d’electrons Cquivalents 
transf&ds en une seconde g l’accepteur par une 
quantitC d’enzyme contenant une mole d’hkme 
(Clect. set-l , mole.hitme-l) [2] . 
Les concentrations des flavohCmoprotCines ont 
mesurtes spectrophotomktriquement en prenant pour 
e423red la valeur nouvellement dCterminCe de 
183 mM-l cm-l [8]. 
3. Rlsultats expkrimentaux 
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Fig. 1. Comparaison des comportcmcnts de FHP,, FHPr, et 
HP. Incubation prialable g SO’C d’une solution dc phosphate 
0.1 M, pH 7,2, EDTA 0,33 mM puis addition, au temps 
z&o d’une aliquote de la solution enzymatique dtudide (con- 
centration finale de 5 PM), en prkencc de 5 mM de FMN 
pour ohtcnir FHP,. Au temps f, on prblbve unc aliquote 
dont on mesurc I’activith (cn pr&cnce dc FMN 50 PM pour la 
scule h&moprot&nc), voir M6thodes. V, la vitcsse initiale 
d’inactivation reprisente la variation dc l’activit6 molaire par 
minute (a.min-l). 
on constate qu’elle perd son activitC “a” tr&s rapide- 
ment selon un processus d’ordre 2 (fig. 1 et 2). La re- 
prksentation graphique $=f(f) est 1inCaire: la 
vitesse initiale d’inactivation est don&e par le produit 
de la pente de la droie, par l’activitb molaire initiale 
a, et s’exprime par la variation de l’activitk molaire 
par minute (a.min-l) on obtient ici, I/FHP, = 
360 a.min-* . Lorsque le mClange d’incubation con- 
tient du L-lactate ou de l’oxalate, les vitesses d’inacti- 
vation deviennent notablement plus faibles (fig. 2) 
atteignant, par exemple, 6 a.min-l pour 100 mM de 
L-lactate. Le graphe des variations de la vitesse initiale 
d’inactivation avec la concentration de ces effecteurs 
(fig. 3) a un aspect hyperbolique; la concentration 
donnant le demi-effet de protection, theoriquement 
tgal g la constante de dissociation du complexe 
enzyme-effecteur, est ici g 5@C, de l’ordre de 
500 PM pour le lactate et de 30 mM pour l’oxalate. 
Notons que ces valeurs sont tri% supkrieures g celles 
obtenues g 20°C dans des expkriences fluoromCtriques 
de protection de la L-LDH vis B vis de la dCnatura- 
tion par l’urte oti elles deviennent respectivement de 
30 PM et de 750 I.IM pour le L-lactate et l’oxalate [9] . 
Volume 4, number 4 FEBS LETTERS August 1969 
Llactate oxalate 
CmM 0 20 104 22 
&~p,M0 30 6 217 
I_. . I..‘. * 
1 5 10 15 m 
Fig. 2. Cinetiques d’inactivation de la flavohkmoprotdine na- 
tive (FHP,) en presence ou non d’effecteurs (L-lactate ou 
oxalate) i concentrations variables: representation d’ordre 2: 
Si l’on fait une etude parallele SW l’hemoproteine 
(HP) c’est g dire sur l’enzyme prive de sa flake pros- 
thetique, on constate que lorsqu’on suit les variations 
de son activite “reconstituable” obtenue apres lui 
avoir rajoute la flavine prosthetique, en fonction de la 
duke d’incubation, la reaction d’inactivation est du 
premier ordre dans le temps (fig. l-4) la representa- 
tion graphique Ln 2 = f(t) est lineaire; sa pente multi- 
pliee par l’activite molaire initiale a, donne la vitesse 
initiale d’inactivation. Celle-ci VH’Hp = 11 a.min-l est 
beaucoup plus faible que celle correspondant a 
I’enzyme natif. 
La presence d’effecteurs dans le melange d’incuba- 
tion (fig. Sa) n’affecte alors pratiquement pas la 
vitesse d’inactivation, la leg&e protection observee 
peut s’interpreter si l’on tient compte de la presence 
de 12% de FMN residue1 dans la solution d’hemo- 
proteine utilide. Si I’on compare les experiences 
faites sur la flavohemoproteine native et l’hemopro- 
teine on constate que la presence de flavine d’une part 
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Fig. 3. Protection de FHP, par addition de L-lactate ou 
d’oxalate. En ordonn&: vitesse initiale d’inactivation V; en 
abscisses: concentrations de L-lactate ou d’oxalate ajoutks 
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Fig. 4. Cinetiques d’inactivation de I’hemoprotkine (HP) et de 
la flavohimoprotiine (FHP,) reconstituee en presence ou en 
absence d’effecteurs (L-lactate 140 mM et oxalate 120 mM). 
Representation d’ordre 1 : Ln $= f(t). 
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Fig. 5. Protection de HP ct de I;HPr par addition de L-lactate 
OF d’oxalate. En ordonndcs: vitessc initiale d’inactivation V; 
cn abscisses: concentrations de L-lactate ou d’oxalate ajoutk 
i I’enzyme pendant I’incubation. 
semble provoquer une plus grande vitesse d’inactiva- 
tion et d’autre part semble necessaire a l’action du 
substrat comme protecteur. 
Pour preciser cette interpretation du role de la 
flavine, il nous faut voir si les proprietes manifestees 
par l’hemoproteine sont bien dues a la perte de la 
flavine et non a d’autres modifications provoquees 
par le traitement acide subi lors de la preparation. 
Pour cela nous avons CtudiC de la meme facon le 
comportement de la flavohemoproteine reconstituee 
(FHP,) obtenue par addition de flavine (5 mM) 
saturante a HP. 
Les variations de l’activite de FHP, avec la duree 
de l’incubation s’etablissent selon un processus 
d’ordre un (fig. 1 et 4). Nous calculons la vitesse d’in- 
activation de la m&me facon que dans le cas de 
l’apoenzyme. En absence d’effecteurs (L-lactate ou 
oxalate), elle est de l’ordre de 30 Q min- l, alors 
que leur presence la diminue fortement jusqu’a l’ob- 
tention d’une protection quasi totale pour le L-lac- 
tate (fig. 4-Sb). On peut definir les demi-effets de 
protection de 17 et de 200 mM respectivement pour 
le L-lactate et l’oxalate. 
4. Conclusion 
Le fait que l’hemoproteine (VBp = 11 Q.min-’ ) 
resiste mieux 8 une incubation a 5O’C que les flavo- 
hemoproteines native ( PFHPn = 360 a.min-‘) ou re- 
constituee (V&P, = 30 Q.min-l) semble indiquer 
l’effet sensibilisant induit par la presence du FMN. 
Nous connaissons le role essentiel de la flavine dans 
I’activite catalytique mais ce comportement particu- 
lier, qui correspond a une sensibilisation de l’hemo- 
proteine a la chaleur, est contraire a toute idee de sta- 
bilisation de structure par association proteine- 
groupement prosthetique. Tout se passe comme si la 
flavine favorisait le passage de l’hemoproteine d’une 
forme B “resistante” a une forme A “sensible” a la 
chaleur. 
Cependant, le comportement de FHP, Ctant 
legerement different de celui de FHP,, les forces de 
liaison participant a l’association FMN-hemoproteine 
ne doivent done pas ttre tout a fait les memes. 
Malgrt ces differences, les flavohtmoproteines 
reconstituee et native sont sensibles a la protection 
par le L-lactate ou l’oxalate alors que l’hemopro- 
teine ne Vest pas. Le fait que l’oxalate apporte le 
m&me genre de protection que le substrat, suggere 
que l’effet protecteur est dQ a la grande stabilite du 
complexe substrat-flavohemoproteine, non parce 
que les groupes prosthetiques se trouvent a l’etat re- 
duit mais plutot parce que la fvtation du substrat 
(ou de l’inhibiteur competitif) induit un remaniement 
conformationnel stabilisant le complexe ternaire. 
L’absence d’effet protecteur sur l’hemoproteine 
peut s’interpreter de plusieurs facons: 
1) 11 n’y a pas de site de fixation car sa configura- 
tion est dependante de la fixation prealable de la 
flavine: nous aurions affaire, en quelque sorte, a une 
enzyme a deux substrats dont la fixation est neces- 
sairement ordonnee. 
2) Le site existe d’un point de vue structural, mais 
l’affinite de l’hemoproteine pour le substrat est tres 
abaissee en absence de FMN, ce qui fait que l’on ne 
detecte pas d’effet protecteur. Ces deux interpreta- 
tions sont en accord avec les phenomenes de coop& 
rativite observes par Baudras [4] et Iwatsubo [5]. 
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3) En reprenant le modkle prtcCdemment ClaborC, 
qui comporte le passage de l’hCmoprot&ne de la forme 
“rCsistante” B a la forme “sensible” A sous l’influence 
du FMN, l’effet protecteur que le substrat apporte g 
la flavoh6moprotCine native (forme A) peut s’expli- 
quer par le retour de la protkine g la forme B “rksis- 
tante”. Dans ces conditions si l’on ajoute du L-lactate 
B l’hCmoprotCine sous la forme B “rksistante”, on ne 
peut observer d’effet de protection puisque la configu- 







Ce modkle pourrait expliquer une fixation de substrat 
sur l’hCmoprot&ne sans manifestation apparente 
d’effet protecteur. 
Une Ctude plus directe du probkme de la ftiation 
du substrat en prCsence de FMN est en tours; elle 
s’appuie sur des experiences de filtration sur gel 
de I’hCmoprotCine et des flavohkmoprotknes native 
et reconstituke en prkence d’oxalate radioactif. 
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